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r  e  s  u  m  o
Introduc¸ão: as indicac¸ões  iniciais para o uso da técnica de fertilizac¸ão  in vitro contemplavam
boa  parte dos diagnósticos de infertilidade feminina. Com o passar do tempo, tornou-se
necessário  o desenvolvimento de outras tecnologias que tratassem também os casos de
infertilidade  masculina. Dentre elas, destaca-se a criopreservac¸ão  de gametas. Apesar das
vantagens do uso da criopreservac¸ão,  sabe-se que alguns processos de congelamento podem
afetar  o potencial de fertilidade em muitos aspectos.
Objetivo: por meio de uma revisão, veriﬁcar o impacto da criopreservac¸ão  na qualidade do
sêmen  por meio da observac¸ão  da taxa de gestac¸ão,  taxa de aborto e das características semi-
nais  (morfologia, motilidade, concentrac¸ão,  fragmentac¸ão  do DNA) no sêmen congelado e o
no fresco, colhidos diretamente do epidídimo.
Método: foi feita uma estratégia de busca nas bases de dados Literatura Latino-Americana e
do Caribe em Ciências da Saúde (Lilacs), Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online  (Medline) e Biblioteca Cochrane por meio das seguintes palavras-chaves: sêmen, crio-
preservation, frozen sêmen, thawed sêmen e sêmen quality. As pesquisas foram feitas tanto nos
artigos  e nas revisões disponíveis em full text como nos resumos.
Resultados:  de maneira geral, o que se observou foi que em alguns casos a criopreservac¸ão
pode  prejudicar a morfologia seminal. Porém, a quantidade de nascimentos e de abor-
tos  não varia signiﬁcativamente quando comparado sêmen fresco com congelado obtidos
diretamente  do epidídimo.
Conclusões:  por prolongar a fertilidade de muitos pacientes e ajudá-los na realizac¸ão  do
sonho  da paternidade, na maioria dos casos, a criopreservac¸ão  é uma boa técnica que deve
ser  usada quando necessário.
© 2013 Sociedade Brasileira de Reproduc¸ão  Humana. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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Introduction: the initial indications to the use of in vitro fertilization technologie attented
almost  all the female infertility cases. Over the time, the development of others technologies
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that  could treat the male infertility cases too became necessary. Among the technologies, it
can be standed out the gametes cryopreservation. Despite the cryopreservation advantages,
it is known that some freezing processes can affect fertility potential in many  ways.
Objective: verify the impact of cryopreservation on semen quality by observing the pregnancy
rate, abortion rate and seminal characteristics (morphology, motility, concentration and
DNA) fragmentation between frozen semen and fresh semen harvested directly from the
epididymis, through a review.
Method:  for this, it was done a research in the databases Literatura Latino-Americana e
do Caribe em Ciências da Saúde (Lilacs), Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (Medline) and Cochrane using the following keywords semen cryopreservation, fro-
zen semen, thawed semen and semen quality. The surveys were  made both in articles and
reviews available in full text as in the summaries.
Results: in general, the seminal cryopreservation may damage the morphology of semen.
However, the number of births and abortions does not vary signiﬁcantly when compared
frozen semen with fresh semen obtained directly from the epididymis
Conclusions:  thus, by extending the fertility of many patients, helping them in achieving the
dream of paternity in most cases, cryopreservation is a good technique that can be used
when necessary.
©  2013 Sociedade Brasileira de Reproduc¸ão  Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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 nascimento do primeiro bebê concebido por meio de téc-
icas  de reproduc¸ão  humana assistida (RHA) ocorreu em
978.1 Acontecimento de extrema importância para a medi-
ina  reprodutiva, que só foi reconhecido 30 anos depois por
eio  da premiac¸ão  de Robert Edwards com o Nobel de Medi-
ina  e Fisiologia, em 2010.
A  técnica de fertilizac¸ão  in vitro descrita inicialmente tem
árias  etapas: estimulac¸ão  da ovulac¸ão,  coleta dos oócitos
 coleta de oócitos de suporte de fase lútea, seguidas pela
ertilizac¸ão  in vitro e transferência dos embriões. As indicac¸ões
niciais  dessa técnica contemplavam boa parte dos diag-
ósticos  de infertilidade, principalmente para os casos de
bstruc¸ão  tubária. Entretanto, alguns diagnósticos, como o
ator  masculino grave, não eram solucionados por ela.2–4
om isso, várias outras tecnologias foram desenvolvidas para-
elamente,  com o objetivo de potencializar os resultados
a  técnica inicial e favorecer casos de infertilidade mascu-
ina.  Dentre elas, destaca-se a criopreservac¸ão  de gametas.5–7
 interesse na criopreservac¸ão  e no armazenamento de sêmen
ata  de 1776, quando se observou que em temperaturas frias
s  espermatozoides humanos tornavam-se lentos e chegam
o  estado de completa inativac¸ão.  Esse quadro se revertia com
 aumento da temperatura.8,9
Em 1866, com o objetivo de preservar amostras de homens
ortos em batalhas, pesquisadores sugeriram a possibilidade
e  um banco de sêmen humano. Em 1938, 70 anos depois,
oi  observada a sobrevivência de espermatozoides humanos
or  longos períodos quando resfriados em CO2 sólido, sob
emperatura de -79o C. A partir de então, concluiu-se que
spermatozoides sobreviveriam em temperaturas abaixo de
60◦ C negativos.9Em 1949, foi relatado o primeiro uso do glicerol como crio-
rotetor  e iniciou-se um rápido desenvolvimento das técnicas
e  criopreservac¸ão  e de soluc¸ões  crioprotetoras.10 De 1962 a1963,  o vapor de nitrogênio líquido foi usado para criopreser-
var  amostras de sêmen até que, em 1963, descobriu-se que
o  armazenamento do espermatozoide humano no nitrogênio
líquido  em temperatura de -196o C era mais eﬁciente do que
sob  -75o C.8
Para criopreservac¸ão,  dois tipos de congelamento são usa-
dos:  lento e rápido. O primeiro é um método no qual a amostra
é  gradualmente resfriada na fase de vapor por cerca de
40  minutos. Já no congelamento rápido, normalmente coloca-
-se  o sêmen em suspensão em vapor de nitrogênio líquido para
armazená-lo  em temperatura de 196oC negativos.11 As amos-
tras  podem ser descongeladas lentamente, sob temperatura
ambiente por 30 a 60 minutos, ou rapidamente, sob 37 ◦C por
cinco  a 10 minutos, antes de estarem prontas para remoc¸ão
do  crioprotetor.10
A coleta de espermatozoides a serem criopreservados pode
ocorrer  por masturbac¸ão  ou por processos mais invasivos,
quando necessário. Nos casos de azoospermia, para obtenc¸ão
dos  espermatozoides remanescentes no epidídimo ou no testí-
culo  são usadas várias técnicas, como a extrac¸ão  espermática
por  meio da retirada de pequenos fragmentos do epidídimo.12
A desnecessária repetic¸ão  de processos de coleta invasivos e
dolorosos como esse é uma  das vantagens da criopreservac¸ão,
já  que apenas uma  coleta obtida diretamente do epidídimo é
suﬁciente para ser criopreservada. Em longo prazo, pode-se
dizer  que a criopreservac¸ão  pode diminuir custos e facilitar as
técnicas  de reproduc¸ão  assistida.13
Outra vantagem que o processo oferece é em pacientes
com doenc¸as  como câncer ou hepatite. Isso porque a fertili-
dade  humana depende de uma  maturac¸ão  orquestrada das
células  espermáticas, bem como dos processos de meiose
de  maneira correta. Pacientes com essas doenc¸as  podem ter
um  desvio nessa maturac¸ão  durante a formac¸ão  dos gametas
ou  daniﬁcá-los após procedimentos como quimioterapia ou
Este é um artigo Open Access sob a licença de CC BY-NC-NDradioterapia.14 Essas pessoas podem ter a fertilidade preser-
vada  por meio da criopreservac¸ão  dos seus espermatozoides
sadios no momento certo.
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Apesar dessas e de outras vantagens do uso da
criopreservac¸ão,  sabe-se que alguns processos de congela-
mento  podem afetar o potencial de fertilidade em muitos
aspectos, como no decréscimo da motilidade,15 na alterac¸ão
na  membrana celular,16 na diminuic¸ão  na integridade do
acrossomo17 e na induc¸ão  da fragmentac¸ão  de DNA.18 Assim,
até  que ponto a criopreservac¸ão  pode inﬂuenciar na quali-
dade  do sêmen colhido diretamente do epidídimo? Aﬁnal, o
processo oferece mais vantagens ou desvantagens? O obje-
tivo  deste trabalho é revisar a literatura sobre o impacto da
criopreservac¸ão  na qualidade do sêmen.
Método
Revisão da literatura sobre o impacto da criopreservac¸ão
na qualidade do sêmen colhido diretamente do epidídimo
por  meio da observac¸ão  dos seguintes parâmetros: taxa de
gestac¸ão,  taxa de aborto e características seminais, segundo
Krüger  et al. (1987):19 morfologia, motilidade, concentrac¸ão  e
fragmentac¸ão  do DNA entre o sêmen congelado e o fresco. Para
tanto,  foi feita estratégia de busca nas bases de dados Lite-
ratura  Latino-Americana e do Caribe em Ciências da Saúde
(Lilacs),  Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online  (Medline) e Biblioteca Cochrane por meio das seguintes
palavras-chaves: sêmen, criopreservation, frozen sêmen, thawed
sêmen  e sêmen quality. As pesquisas foram feitas tanto nos arti-
gos  e nas revisões disponíveis em full text como nos resumos.
Discussão
Ao analisar as taxas de gestac¸ão  e de fertilizac¸ão  após injec¸ão
intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) para veriﬁcar a
inﬂuência da criopreservac¸ão,  Kalsi et al. (2011)20 compara-
ram  493 pacientes. Para isso, usaram sêmen testicular fresco
em  112 ciclos, sêmen testicular congelado em 43 ciclos, sêmen
fresco  do epidídimo em 279 ciclos e sêmen congelado do epidí-
dimo  em 59 ciclos. Para cada grupo, a etiologia da azoospermia
apresentada, a azoospermia obstrutiva (AO) e a azoosper-
mia  não obstrutiva (ANO) foram consideradas. Posteri-
ormente, as taxas de fertilizac¸ão  e de gestac¸ão  foram
determinadas para cada grupo.
Os resultados mostraram que o uso de sêmen congelado
obtido do epidídimo na ICSI é tão conﬁável e favorável quanto
o  uso de sêmen fresco do epidídimo (p = 0,35). Porém, sugere-se
que  há uma  maior taxa de gestac¸ão  (39,5% versus 29,5%) e de
nascimentos  (55,8% versus 43%) para o sêmen testicular con-
gelado  do que fresco no caso de azoospermias obstrutivas ou
não obstrutivas (p = 0,047). Isso pode ser ocasionado pelo fato
de  que esses pacientes tinham sêmen de melhor qualidade
quando esse foi congelado.20
O congelamento repetitivo do sêmen também tem inﬂuên-
cia  na qualidade do gameta e a motilidade das amostras foi
analisada  para veriﬁcar essa inﬂuência.19 Dong et al. (2009)21
coletaram o sêmen diretamente do epidídimo de 16 indivíduos
normais  e oligospérmicos e o congelaram em nitrogênio. Uma
alíquota  de cada amostra foi retirada para análise e o restante
foi  criopreservado novamente, sem remover o crioprotetor.
Repetiu-se o processo várias vezes, até não haver mais esper-
matozoides  móveis. A motilidade foi analisada após cada;2 8(3):112–116
congelamento e comparada entre os grupos. Observou-se
que a motilidade dos espermatozoides foi mantida até o
quinto  congelamento para pacientes normospérmicos e até
o  segundo congelamento para aqueles oligospérmicos.21
Foi veriﬁcado também o efeito do congela-
mento/descongelamento do sêmen na fragmentac¸ão  do
DNA,  na motilidade e na vitalidade. Thomson et al. (2010)22
analisaram 20 homens que apresentavam infertilidade e
tiveram  seu sêmen colhido do epidídimo congelado e des-
congelado  três vezes, com lavagem ou não das amostras em
cada  ciclo e adic¸ão  de crioprotetor a elas. A porcentagem
de fragmentac¸ão  de DNA aumentou signiﬁcativamente após
cada  ciclo. No entanto, as amostras que não foram lavadas e
não receberam crioprotetor depois de cada descongelamento
apresentaram-se signiﬁcativamente melhores. Em ambas a
motilidade e a vitalidade diminuíram de forma constante após
cada  ciclo, mas  a sobrevivência celular foi signiﬁcativamente
maior nas amostras não lavadas.22
Com relac¸ão  à inﬂuência isolada do tipo de congelamento e
crioprotetor  usados, Leibo et al. (2007)23 demonstraram que o
descongelamento rápido interfere negativamente bem menos
do  que o descongelamento lento e que o uso do crioprote-
tor  glicerol na presenc¸a  da gema de ovo é o método que
mais  favorece a motilidade do espermatozoide. Dessa forma,
além  da metodologia de criopreservac¸ão,  a escolha do criopro-
tetor  é determinante na viabilidade, qualidade e resistência
seminal.23
Nesse sentido, por meio dos resultados obtidos para
motilidade espermática, capacitac¸ão,  reac¸ão  acrossômica e
potencial  de membrana mitocondrial (MMP), pesquisado-
res  já desenvolveram a vitriﬁcac¸ão  de espermatozoides sem
crioprotetores.24 Isachenko et al. (2012)24 relataram o nas-
cimento de dois bebês saudáveis após a ICSI com o uso
de  espermatozoides móveis vitriﬁcados. Os espermatozoides,
em um dos casos com oligoastenoteratozoospermia, foram
colhidos  do epidídimo e congelados em palhetas com ﬂuido
tubário  humano suplementado com 0,5% de albumina de
soro  humano e 0,25 M de sacarose. A motilidade espermática,
capacitac¸ão,  reac¸ão  acrossômica e o MMP  foram compara-
dos  entre espermatozoides frescos e vitriﬁcados. Oito oócitos
maduros  foram microinjetados com os dois tipos de amos-
tra.  Embora a motilidade dos espermatozoides vitriﬁcados
fosse signiﬁcativamente menor do que a dos espermatozoides
frescos (60% versus 90%), não houve diferenc¸as  na percen-
tagem  de capacitac¸ão  e da reac¸ão  acrossomal entre os dois
tipos  de espermatozoides, vitriﬁcado e fresco (10% versus 8%
e  5% versus 8%, respectivamente). No entanto, o MMP  em
espermatozoides vitriﬁcados foi aparentemente prejudicado
no  ejaculado usado para ICSI em comparac¸ão  com esperma-
tozoides frescos (63% versus 96%).
Esses resultados sugerem que a vitriﬁcac¸ão  livre de crio-
protetor permeável pode ser aplicada com sucesso em vários
procedimentos de reproduc¸ão  assistida, em particular na ICSI
com  espermatozoides móveis vitriﬁcados, no qual se conse-
gue  uma  gravidez normal até o nascimento. Foram estudadas
por  Ozkavukcu et al. (2008)25 amostras de sêmen de 15 homens
com  fertilidade normal, obtidas diretamente do epidídimo, e
avaliadas sua morfologia, motilidade e viabilidade por micros-
copia  eletrônica. Os voluntários tinham idade média de 24,5
anos.  As amostras foram liquefeitas por 45 minutos a 45oC.
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ma  alíquota era imediatamente misturada a agentes crio-
rotetores  e congelada para investigac¸ões  futuras, enquanto
utra  alíquota era processada e avaliada. Dessa forma, antes
 depois da criopreservac¸ão  obtinham-se as características
eminais, as quais eram comparadas entre si. A vitalidade
oi  determinada pelo método eosina-negrosina, que reve-
ou  83% dessa característica antes do congelamento e 38%
ós-congelamento. Com relac¸ão  à morfologia, não houve
udanc¸a  signiﬁcativa na cabec¸a,  na pec¸a  intermediária e no
crossomo.  Por outro lado, houve aumento nas anormalidades
e  cauda, o que comprovou o custo da toxicidade osmótica e
uímica dos crioprotetores pelo benefício da preservac¸ão  da
ertilidade.25
Em outro estudo, a taxa de fertilizac¸ão  foi usada para veri-
car  a inﬂuência do congelamento de pequeno número de
spermatozoides ou do espermatozoide individual. A amostra
olhida  do epidídimo foi equilibrada em tampão crioprotetor e
njetada com agulha de ICSI em uma  gota de crioprotetor
ue continha a proporc¸ão  1:1 de plasma seminal e criopro-
etor.  Esse conteúdo foi armazenado em nitrogênio líquido.
s  espermatozoides foram descongelados em banho de óleo
 37 ◦C, sem diluic¸ão  e centrifugac¸ão.  Para testar a capacidade
e  fertilizac¸ão,  os espermatozoides recuperados foram injeta-
os  por ICSI ou por FIV. Espermatozoides frescos a partir das
esmas  amostras de sêmen serviram como controle. Após
s  ensaios, as taxas de fertilizac¸ão  para os espermatozoides
rescos e congelados-descongelados foram de 67,6% (25/37) e
0,6% (40/66), respectivamente (p = 0,052). As taxas médias
e  clivagem nos grupos frescos e congelados-descongelados
oram de 88% (22/25) e 85% (34/40), respectivamente (p = 0,990).
sse  método de criopreservac¸ão  para números pequenos ou
ndividuais  de espermatozoides humanos não apresentou
nﬂuência na qualidade seminal entre amostras criopreserva-
as  e frescas. Trata-se de técnica promissora para a aplicac¸ão
m  pacientes oligozoospérmicos.26
Muitos homens portadores de determinados cânce-
es  do aparelho reprodutor necessitam, muitas vezes, de
ratamentos que podem ser gonadotóxicos, o que leva ao ques-
ionamento  de que a criopreservac¸ão  poderia ser uma  soluc¸ão
ara  eles. Hagenas et al. (2010)27 estudaram 86 pacientes
om câncer os quais tiveram seu sêmen colhido do epidí-
imo  congelado antes de serem submetidos aos tratamentos
u  procedimentos que pudessem prejudicar sua fertilidade.
odas  as amostras foram analisadas antes da criopreservac¸ão
uanto a volume, morfologia, motilidade e concentrac¸ão.  As
mostras  foram congeladas em nitrogênio líquido, em palhe-
as  de 0,5 ou 0,25 mL.  Dos 86 pacientes, 71 tiveram sucesso na
riopreservac¸ão do sêmen. Isso demonstra que, muitas vezes,
sse  pode ser o método de escolha para esses casos.27
Alguns estudos demonstraram que outro fator interfe-
ente na criopreservac¸ão  do sêmen é o próprio sêmen. Alguns
ndivíduos produzem ejaculados mais aptos e resistentes à
riopreservac¸ão  do que outros. Isso porque a criopreservac¸ão
ode ter um profundo efeito na viabilidade e func¸ão  do
spermatozoide, por causa tanto das mudanc¸as  ﬁsiológi-
as  ocorridas no processo pela formac¸ão  de cristais de gelo
omo  dos efeitos do crioprotetor na composic¸ão  da mem-
28rana  espermática. Dessa forma, a depender da qualidade
o  sêmen, muitas vezes selecionam-se apenas alguns candi-
atos  à criopreservac¸ão.29 8(3):112–116  115
Desde os anos 1960 os bancos de sêmen têm sido usados
com  muito sucesso na preservac¸ão  da fertilidade masculina.13
Apesar dos possíveis danos que essa prática pode causar
na  qualidade seminal, várias pesquisas mostram que simi-
lares  taxas de fertilizac¸ão  e gestac¸ão  podem ser obtidas após
ICSI  com o uso de sêmen congelado ou fresco pós-coleta do
epidídimo.30
Em um futuro próximo, os efeitos tóxicos do congelamento
tendem a ser contornados e restarão apenas os pontos positi-
vos  das técnicas, que ajudarão e atrairão ainda mais pacientes
necessitados.
Conclusões
Modernas tecnologias têm sido desenvolvidas e usadas na
reproduc¸ão  humana assistida. Na criopreservac¸ão,  seu uso
resultou  em maiores taxa de gestac¸ão  e de nascimentos nos
casos  de azoospermias obstrutivas ou não obstrutivas, mais
do  que o uso de sêmen fresco para esse tipo de paciente. Com
relac¸ão  à motilidade espermática, somente o congelamento
repetitivo diminui essa característica. Já a fragmentac¸ão  de
DNA  aumenta signiﬁcativamente após a criopreservac¸ão.  Em
se  tratando de morfologia, a metodologia parece não ocasio-
nar  mudanc¸as  signiﬁcativas na cabec¸a,  na pec¸a  intermediária
e  no acrossomo; apenas anormalidades na cauda do esper-
matozoide. Com relac¸ão  à taxa de nascimentos e de aborto,
a  criopreservac¸ão  não interfere signiﬁcativamente quando
comparados sêmen fresco com congelado. Tais dados levam a
inferir que a criopreservac¸ão,  apesar de inﬂuenciar negativa-
mente  alguns parâmetros seminais, é uma  ótima metodologia
para  a prolongac¸ão  da fertilidade.
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